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論文内容要旨
朧嚇
 染色体17pに存在するp53遺伝子は,細胞の異常増殖を抑制する腫瘍抑制遺伝子であるが,
 DNA変異を受け変異型となった際には,細胞の異常増殖をひきおこすとされている。このp53
 遺伝子の異常は様々な臓器の癌において検索がなされ,高頻度にその異常が存在することが報告
 されてきている。また,変異型のp53遺伝子の産物である変異型p53産物は,半減期が延長し細
 胞内に蓄積されやすくなるため,p53遺伝子の異常を,p53産物の過剰発現として検索する事が
 できる。本研究では,ヒト食道癌におけるp53遺伝子の関与を検討する目的にて,p53産物に対
 する抗体を用いた免疫組織化学により,食道癌におけるp53産物の過剰発現を検索した。また,
 得られた結果が臨床面での評価に寄与するかを検討するために,臨床病理学的因子,細胞増殖能
 に関わるPCNA(proliferatingcellnuclearantigen)の発現,DNAploidyとの相関を検討し,
 p53産物の過剰発現の有無による予後の違いも検討した。さらに,DNAploidyとの関係を詳細
 に検討する目的にて,フローサイトメトリー(FCM)を用い,p53産物と核DNA量との二重染
 色を行った。
匿対象還
 1990年より1992年までに東北大学第二外科にて切除された術前未治療の食道扁平上皮癌の49例
 を対象とした。うち,充分な量の癌組織片が得られた33例についてFCMによる二重染色を行っ
 た。
 ζ方法塑
 免疫組織化学1切除直後に腫瘍片を採取し,4%パラホルムアルデヒド液中にてmicrowave
 固定を行い,2～4時間の後固定を追加した。凍結包埋とパラフィン包埋標本の両者を作成した。
 1次抗体としてp53産物に対する3種類の異なる抗体,PAb1801,DO-7,CM-1を用い,ヒスト
 ファインキット(ニチレイ)により免疫染色を施行した。PCNAの発現に関しては1次抗体に
 PC-10を用い同様の方法にて行った。1次抗体は全てノボキャストラ社製を使用した。免疫染色
 の評価法は,p53では組織片の腫瘍細胞中に1個でも茶褐色の核陽性所見がみられたものをp53
 陽性例とした。PCNAでは腫瘍細胞1000個を観察し核陽性所見のみられた割合をPCNA標識率
 とした。DNAploidyに関しては,通常のHE検査用のパラフィン標本よりHedleyの方法に準
 じ,細胞浮遊液を作成し,propidiumiodide(PI)にてDNA染色の後,FCMにより核DNA
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 量を測定した。FCMによるp53産物と核DNA量の二重染色:腫瘍片を0.1%TritonX-100溶
 液中にて細切し裸核化した後,70%エタノールにて固定,1次抗体にDO-7を使用し,FITC標
 識の2次抗体によりp53染色を行った。次にPIにてDNA染色を行い,FCMにて測定した。
 p53を緑色蛍光,核DNA量を赤色蛍光とした2パラメターにて解析した。
藍結果遡
 免疫組織化学の結果では,凍結切片,パラフィン切片共に,癌細胞の核に強い陽性所見が認め
 られた。3種類の抗体間に明らかな違いはなかった。49例中29例(59%)がp53陽性であった。
 臨床病理学的因子との相関では,腫瘍長径が5cmを超える例,低分化癌の例,遠位リンパ節に転
 移を認める例において,p53陽性となる例が多かった。またDNAaneuploidy示す例でもp53
 陽性率が高かった。p53陽性例でPCNA標識率が高かった。予後の検討では,観察期間が短い
 ため2年生存率までの検討となったが,p53陽性例では65%と,陰性例での94%に比較して予後
 不良であった。FCMによる二重染色の結果では,33例中16例(49%)においてp53陽性で,27
 例(82%)がaneuploidyを示した。この検討では,aneuploidyを示す例でp53陽性例が多い傾
 向にあった。p53に関して,免疫組織化学の結果と25例(76%)で一致した。
 ζ考案漏
 本研究ではp53の過剰発現が59%と高頻度に認められ,食道癌においてもp53の異常が関与し
 ていることが考えられた。腫瘍の大きさ,分化度,リンパ節転移,DNAploidyとの相関が示さ
 れ,臨床面での評価を考える上で興味深い結果が得られた。またPCNAとの相関より,細胞周
 期や細胞増殖能との関わりも考えられた。p53の過剰発現の有無による予後の違いに関しては観
 察期間が短いため一概に評価できないが,両者の背景因子の違いによるものと考えられた。
 FCMによる核DNA量との二重染色による検討では,免疫組織化学の結果と良く一致しており,
 同一検体で核DNA量と同時に測定できることより信頼性の高い有意義な検索法と考えられた。
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 審査結果の要旨
 近年,発癌における腫瘍抑制遺伝子p53の関与が注目され,様々な臓器の癌においてその異常
 が検索されているが,食道扁平上皮癌における検討は少ない。本研究の主たる目的は,食道癌に
 おけるp53の異常を検索し臨床病理学的因子等との相関から,この異常の有無が,臨床面での評
 価に寄与するかを検討する事にある。p53の異常の検索方法は変異型のp53産物が半減期が延長
 し,細胞内に蓄積するため過剰発現してくる性質を利用し,p53産物に対する抗体を用いた免疫
 組織化学的手法にて行なっている。
 まず,49例の食道扁平上皮癌の切除標本より,マイクロウェーブを応用した良好な固定条件の
 標本を作成し,免疫組織化学により検索し,29例(59%)と高頻度にp53産物の過剰発現が認め
 られている。この結果から,食道癌においても,p53の異常が密接に関与する事が示されている。
 臨床病理学的因子との相関では,腫瘍長径が大きい例,低分化型の例,遠位リンパ節転移陽性例,
 DNAaneuploidyを示す例で,p53産物の過剰発現の頻度が高く,興味深い知見であβ。また,
 細胞増殖能をあらわすとされるPCNAとの相関も認められており,p53の異常が細胞増殖能に
 も関わる事が示唆されている。臨床面で,最も重要と考えられる予後との関連については,観察
 期間が2年とやや短期間であるものの,p53過剰発現例では,有意に予後不良である事が示され
 ており,p53の異常が,生物学的悪性度の指標となる事が考えられた。
 次に,さらに詳細にp53産物の過剰発現とDNAploidyとの関連を検索するために,フロー
 サイトメトリーを用いて,同一検体における,p53産物と核DNA量の二重染色を行なっている。
 この方法により,個々の細胞での,p53産物の過剰発現と核DNA量との同時評価が可能となっ
 た。充分な量の新鮮組織が得られた33例に,この検索を行ない,16例(49%)にp53の過剰発現
 が認められた。免疫組織化学での結果と25例(76%)で一致しており,信頼性の高い検索方法で
 ある事も確認されている。DNAploidyとの相関では,統計学的有意差はみられなかったものの,
 DNAalleuploidyを示す例で,p53の過剰発現の頻度が高い傾向にあった。
 食道扁平上皮癌におけるp53産物の過剰発現を,本論文の如く,詳細に検討した報告は少なく,
 本研究で得られた多くの知見,特に生物学的悪性度の指標としての有用性は意義が大きい。また,
 フローサイトメトリーによる核DNA量との二重染色の報告は,食道扁平上皮癌において初めて
 であり,独創性かっ信頼性に富む研究報告である。よって本論文は学位授与に値するものである。
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